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RESUMEN 
 
Se probó el efecto de un Carbón Subbituminoso de Montelíbano (CSM) sobre el 
crecimiento y producción de pigmentos cloroplásticos de Dunaliella salina cultivada en 
Fotobiorreactor de  Múltiples Cámaras Oscilantes (FMCO)  en condiciones de campo 
abierto. Se realizaron  cinco tratamientos de CSM (10, 20, 30, 40, 50, 60 mg/L) y un 
control, cada uno por triplicado. Las condiciones experimentales de los  cultivos de D. 
salina en el FMCO fueron las siguientes: temperatura ambiente 32°C; temperatura de los 
cultivos: ± 28°C;  pH: 8.20 ± 5; cultivos agitados durante las 12 horas del día; promedio de 
partículas de carbón de± 1.0 mm de diámetro; intensidad luminosa: ± 420 µE.m
-2
.s
-1
;
 
fotoperiodo natural 12h:12h; concentración salina de 1.0 M de NaCl;  inóculo inicial de 2 
x10
4 
cel.ml
-1
;cultivos en cámaras de acrílico con 0.80 L de medio J/1. Se emplearon las 
técnicas de cultivo discontinuo. Los tratamientos 20, 40 mg/L de CSM y el control 
obtuvieron los mayores valores de máxima densidad celular (MDC) con 6.50, 5.50 y, 5.17 
x 10
6
 cel.ml
-1
, respectivamente. El tratamiento de 20 mg/L de CSM  presentó la mayor tasa 
específica de crecimiento con 0,52 div/día. La prueba de Tukey indicó que el tratamiento de 
20 mg/L de CSM difiere significativamente (p<0.05) con los tratamientos de 30, 50, 60 
mg/L de CSM y el control. Las concentraciones de pigmentos se encuentran 
correlacionadas con las MDC de la cepa en relación a los tratamientos con CSM. El efecto 
positivo de CSM sobre el crecimiento del alga, se puede explicar, probablemente, por las 
propiedades físicas y químicas del material carbonoso, tales como capacidad de 
intercambio iónico, procesos y reacciones químicas ligadas al rango, estructura y contenido 
químico, que al interactuar con el medio de cultivo proporciona condiciones más  optimas 
al crecimiento del alga. Los resultados, evidencian la importancia de esta variedad de 
carbón fósil como estimulante del crecimiento poblacional de D. salina. 
 
Palabras clave: Carbón subbituminoso, estimulante, Dunaliella salina, crecimiento, 
pigmentos, cultivo, fotobiorreactor. 
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ABSTRACT 
 
Be tested the effect of a subbituminous coal of Montelibano (CSM) on growth and 
chloroplast pigment production of Dunaliella salina cultivated in photobioreactor of multi-
cameras oscillating -FMCO- in open field conditions. Five treatments were performed 
CSM (10, 20, 30, 40, 50, 60 mg/L) and a control, each in triplicate. The experimental 
conditions of D. salina cultivated in FMCO were: temperature environment of ± 32°C; 
temperature of culture: ± 28 °C, pH: 8.20 ± 5; shake cultures for 12 hours a day, diameter 
mean carbon particles of ± 1.0mm, light intensity of 420 µE.m
-2
.s
-1
, natural photoperiod 
12h: 12h, initial inoculum of 2 x10
4 
cel.ml
-1
; acrylic chambers with 0.80L of medium 
culture J/1. The techniques of batch culture. Treatments 20, 40 mg/L of CSM and control 
were the highest values of maximum cell density (MDC) with 6.50, 5.50 and 5.17 x 10
6
 
cell. ml
-1
, respectively. The treatment of 20 mg/L showed the highest CSM specific growth 
rate of 0.52 div/day. Tukey's test indicated that treatment of 20 mg/L of CSM differ 
significantly (p <0.05) with treatments 30, 50, 60 mg/L of CSM and control. Pigment 
concentrations are correlated with the MDC of the strain in relation to treatment with 
CSM. Effect positive of CSM on the growth of algae, may be explained, probably, for the 
physical and chemical properties of the carbonaceous material such as ion exchange 
capacity, processes and chemical reactions related to the range, structure and chemical 
content that interact with the medium provides more optimal conditions to the growth of 
alga. The results show the importance of this variety of fossil carbon as population growth 
stimulating D. salina. 
 
 
Key words:  Coal subbituminous, stimulating, Dunaliella salina, growth, pigments, 
culture, photobioreactor 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
El uso y conservación de los recursos naturales es uno de los temas más abordados en los 
últimos años, debido a la preocupación creciente por la constante agresión sobre el medio 
ambiente que provoca la actividad agropecuaria, minera, industrial, urbana y turística 
(Gomez, 2007). Las algas unicelulares representan un porcentaje muy notable del 
fitoplancton de los océanos y aguas dulces, que es donde se lleva a cabo no menos del 50% 
del total de la fotosíntesis que se realiza en nuestro planeta. Son muy importantes 
especialmente las diatomeas, dinoflagelados y clorofitas unicelulares porque son los 
principales productores de alimentos del ecosistema marino, que es donde se encuentra la 
principal reserva de alimentos y fuente renovadora del oxígeno de la atmósfera terrestre 
(Gama, 2004). La conservación de los recursos naturales es de fundamental importancia 
para mantener la base productiva del país y los procesos ecológicos esenciales que 
garanticen la vida. 
 
Gracias a la aplicación integrada de los conocimientos y las técnicas de la bioquímica, la 
microbiología, la genética y la ingeniería química; aprovechar en el plano tecnológico, las 
propiedades y posibilidades de los microorganismos y de los cultivos celulares (Gómez, 
2007  En los últimos cuatro decenios el cultivo de microalgas ha adquirido un creciente 
interés en el campo económico y biotecnológico debido a su aplicación como alimento vivo 
en las etapas larvarias de peces, moluscos y crustáceos en cultivos acuícolas (Becker, 1994, 
Paniagua-Michel y Sasson, 1995), tratamiento de aguas residuales, concentrados para 
animales, productos farmacéuticos, cosméticos ( Gavrilescu y Chisti, 2005), y en especial la 
industria de alimentos nutracéticos ( Borowitzka, 1995; López-Elías et al.,2004; Raja et al., 
2007citado por López, 2008) 
 
Dunaliella salina es conocida por acumular grandes cantidades de carotenos y glicerol, dos 
componentes de gran importancia económica. Esta microalga ha sido objeto de diversos 
estudios para establecer sus condiciones óptimas de crecimiento y de producción de 
carotenoides (Cifuentes et al., 1995; Leal, 1996; Guevara et al., 2005; Serpa y Calderón, 
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2006; Vásquez-Suárez et al., 2007; Romero et al., 2008), en las últimas décadas ha sido 
utilizada en cultivos a gran escala sin embargo, los rendimientos de los cultivos de los 
microorganismos fotosintetizadores a gran escala no son tan eficientes comparado con los 
de microorganismos heterotróficos. No obstante, los avances productivos se encuentran 
apenas en sus primeros inicios, por tal razón, existe un creciente interés por desarrollar 
procesos biotecnológicos eficientes para el cultivo industrial de estos microorganismos 
fotosintetizadores (Otero 1994). 
 
El avance de la investigación en Colombia, en el campo de la biotecnología de microalgas y 
cianobacterias, con énfasis en estimuladores de crecimiento de microalgas han demostrado 
que el uso de un tipo de carbón subbituminoso de Montelíbano, departamento de Córdoba, 
Colombia -CSM- favorece el crecimiento de la población del cultivo de D. salina (Gómez 
2005, Gallego et al., 2007) 
 
El proceso del cultivo de microalgas marinas o dulceacuicolas involucra procedimientos 
como la adición de nutrientes o medios de cultivo que representan una significativa 
fracción del costo total de la producción, por tal motivo se han enfocado muchos esfuerzos 
investigativos en el desarrollo de nuevas metodologías que influyan directa o 
indirectamente en la reducción de costos, y redunda en la eficacia y eficiencia de 
rendimiento de los cultivos (Chaumont, 1993) 
 
Esta investigación es una ampliación de los conocimientos obtenidos hasta el momento con 
el uso del CSM como estimulador del crecimiento y la producción de pigmentos 
cloroplásticos de D. salina en cultivos en laboratorio. A diferencia de los estudios previos, 
se probó el efecto de diferentes concentraciones 20, 30, 40, 50, y 60 mg/L de CSM sobre el 
crecimiento de una cepa autóctona de D. salina cultivada en fotobiorreactor de múltiples 
cámaras oscilantes en ambiente natural.  
 
Cabe resaltar que la línea de acción de esta investigación están dentro del marco del Plan 
Nacional en Bioprospección Continental y Marina, Programa Ciencia y Tecnología del 
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Mar, Centro de Investigación, invención e innovación del carbón (INCARBO), los cuales 
fomentan el desarrollo de procesos tecnológicos sostenibles para la industria acuícola del 
país y la región. En el caso del sector minero, con énfasis en el recurso carbonífero se le 
está dando un valor agregado como sustancia que mejora el rendimiento de un 
microorganismo como D. salina, lo que sería un paso a un proyecto de investigación básica 
con etapas de desarrollo tecnológico para la producción e innovación en los sectores 
productivos de la región -cosmética, alimenticia y acuícola de la región-. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo General. 
 
Determinar el efecto de diferentes concentraciones de Carbón Subbituminoso de 
Montelibano Córdoba sobre los parámetros de crecimiento y la producción de pigmentos 
cloroplasticos de la microalga Dunaliella salina cultivada en fotobiorreactor plano de 
cámara oscilante en condiciones fuera de laboratorio  
 
2.2 Objetivos Específicos. 
 
 Determinar los parámetros de crecimiento de Dunaliella  salina en función de las diferentes 
concentraciones de Carbón Subbituminoso de Montelibano Córdoba.  
 
 Cuantificar la producción de clorofila a, b y carotenoides en función de diferentes 
concentraciones Carbón Subbituminoso de Montelibano Córdoba. 
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3 ANTECEDENTES. 
 
Cien años han pasado desde la descripción del género Dunaliella, las algas verdes 
unicelulares que se encargan de la mayor parte de la producción primaria en los ambientes 
hipersalinos y en todo el mundo (Oren, 2005). Su primer avistamiento lo realizó Michel 
Felix Dunal en 1838 en estanques de evaporación en Salten en la zona costera, sur de 
Francia, de ahí se deriva el nombre otorgado por Tedoresco en 1905 (Oren, 2005). 
 
Los estudios realizado a nivel mundial ha convertido a Dunaliella en un organismo modelo 
conveniente para el estudio del alga en la adaptación en un medio salino (Oren, 2005) en 
medios artificiales y naturales  enriquecidos (Mc Lachlan 1959,1960, 1964). Por otra parte 
Ginzburg (1987) y Borowitzka y Borowitzka (1988) han reunido información existente 
sobre los componentes nutricionales y las condiciones requeridas para el crecimiento de 
especies Dunaliella.  
 
En el marco de estudios realizados por Gibor 1956, Brown y Borowitzka 1979, Loeblich 
1982, Roubicek et al., 1986 han permitido la mantención en medios de cultivos con alto 
contenido en sal, libres de especies potencialmente competidoras y de otros contaminantes 
biológico. Además D. salina también es capaz de tolerar un amplio rango de condiciones 
ambientales, incluyendo altas intensidades luminosas, altas temperaturas, un amplio alto de 
pH   y deficiencia de nitrógeno y/o fosforo (Lerche 1937, Loeblich 1982, Ben-Amotz y 
Avron 1983) 
 
La capacidad de producir betacaroteno ha determinado el rango de condiciones que generan 
una máxima producción de este pigmento a través de cultivos de D. salina a escala 
industrial así  como también las condiciones mínimas de nutrientes  necesarias para obtener 
condiciones de crecimiento y cartonogenesis adecuadas (Roubicek et al., 1986) 
 
 
 
Efecto del Carbón Subbituminoso de Montelibano Córdoba sobre el crecimiento de Dunaliella salina (Teodoresco, 1905) 
cultivada en fotobiorreactor de cámara oscilante. 
Manjarrez- Rodríguez, 2013_________________________________________________ 19 
 
En Colombia, se han venido desarrollando, más precisamente a través de los grupos de 
investigación “Biología de Nutriente” y “Biota” de las universidades del Atlántico y La 
Guajira, respectivamente, investigaciones sistemáticas relacionadas con el fortalecimiento 
de la línea de investigación sobre producción de la población  de microalgas y 
cianobacterias marinas y dulceacuícolas y su efecto con el uso de un tipo de carbón 
subbituminoso de Montelíbano -CSM- (Dpto. de Córdoba), y han observado un efecto 
positivo en la producción de la microalga y en pigmentos cloroplásticos  y este efecto va de 
acuerdo al  rango de concentración estructura y contenido mineral del carbón. 
 
Un estudio pionero desarrollado por Gómez (2000), adicionó una concentración de 20mg/L 
de CSM modificado químicamente –sulfonado, nitrogenado- y otra  forma natural en 
cultivos de D. salina a pequeña escala, con 1M de NaCl, temperatura de 30 ± 2°C, 
intensidad luminosa de 6500lux, pH de 7.8 ± 0.4 y agitación por bombeo, obtuvo un 
rendimiento del crecimiento celular de la microalga de un 95% en relación al cultivo 
control sin CSM; la máxima densidad celular obtenida fue de 87.16 x 10
4  
cel/mL  
 
Posteriormente, Gallego-Cartagena y Suárez (2005), mediante la implementación de dos 
bioensayos consecutivos  en condiciones de laboratorio probaron los efectos de diferentes 
concentraciones de CSM (10, 20, 30, 40, 50 y 60mg/L) sobre el crecimiento de Dunaliella 
salina; ambos bioensayos se desarrollaron con una temperatura de 26.8 ± 2°C, pH 
promedio de 8.20 ± 0.5, salinidad de 1M de NaCl, aireación constante, 6000lux y 
fotoperiodo 12h:12h; en el primer bioensayo la concentración de 50mg/L produjo el mejor 
rendimiento del crecimiento de la microalga, obteniendo con la concentración de 50mg/L 
una máxima densidad celular de 3.97 x 10
6 
cel/ml; en el segundo bioensayo  ampliaron a 
intervalos de concentración (45, 50 y 55mg/L) de CSM y obtuvieron que la concentración 
de 45mg/L generó el mayor rendimiento del cultivo con una máxima densidad celular de 
4.22 x 10
6 
cel/ml
-1
. Los autores sugirieron que el material carbónáceo parece establecer un 
intercambio iónico con las sales del medio nutriente transformándolas en componentes más 
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simples que influyen sobre la capacidad de asimilación de D. salina de los elementos 
nutrientes, favoreciendo su producción poblacional.   
 
Por otro lado, Luque-Berdugo y colaboradores (2008), evaluaron de dos concentraciones  
de CSM sobre el crecimiento y la producción de pigmentos cloroplásticos en D. salina  en 
un medio de cultivo no convencional (0.34ml/L de fertilizante agrícola Nutrifoliar + 
1.5mM de KNO3 en agua de mar), a una temperatura de 30 ± 2ºC, aireación constante por 
compresor 12h, fotoperiodo natural 12h:12h y pH de 8.5 durante 16 días; obteniéndose  una 
máxima densidad celular de 2.82 x 10
6
 cel/ml
 
a una concentración de 35mg/L de CSM y 
una producción de clorofila de 11.38µg/ml y carotenoides de 1.86µg/ml; estos resultados 
sugieren que el CSM ejerce una influencia positiva sobre el crecimiento de D. salina 
cultivada a gran escala en el medio de cultivo no convencional experimentado. 
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4 MARCO TEORICO 
 
4.1 GENERALIDADES DE LA ESPECIE Dunaliella salina. 
4.1.1 Taxonomía  
Dunaliella salina fue descubierta en 1838 en los estanques de evaporación salinas en el sur 
de Francia por Michael Felix Dunal. (Dunal 1838), quien le asigno el nombre de 
Haematococcus salinus, luego de ser ubicadas en varios grupos, Teodoresco finalmente la 
llamo Dunaliella salina en 1905, (Oren, 2005). Es así que la clasificación taxonómica 
quedo de la siguiente forma: 
 
REINO: Protistas 
DIVISION: Chlorophyta. 
CLASE: Chlorophyceae. 
ORDEN: Volvocales. 
SUB-ORDEN: Chlamydomonadinea. 
FAMILIA: Polyblepharidaceae. 
SUB-FAMILIA: Dunaliellaceae. 
GENERO: Dunaliella. 
ESPECIE: Dunaliella salina. 
 
4.1.2 Morfofisiología y Hábitat.  
 
Dunaliella salina es un alga unicelular biflagelada de color verde bajo condiciones optimas 
de crecimeineto, que presenta una coloración naranja cuando se exponen a tensiones 
ambientales tales como altas salinidades, altas temperaturas y altas intensidad luminica 
ocasionado la acumulación de B-caroteno (Fleiner et al., 2007; Hamburger, 1905; Lerche et 
al., 1937: Loeblich et al., 1982; Preisig, 1992; Teodoresco, 1905 citado por Polle et al., 
2008).La célula tienen en condiciones normales, forma ovoide, anchas en la región basal y 
estrechas en la parte anterior. Sus dimensiones varía entre 8 y 25 μm de largo y 5-15 μm de 
ancho. Son móviles gracias a la presencia de dos flagelos apicales de igual longitud. La 
célula presenta un cloroplasto parietal único en forma de copa que ocupa gran parte del 
volumen celular, con un pirenoide embebido en la región basal, alrededor del cual se 
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acumula polisacáridos de reserva (Preising, 1992 citado de Gómez, 1997). El núcleo se 
localiza en la mitad anterior de la célula, generalmente enmascarado por la presencia de 
numerosos gránulos que ocupan tanto la mayor parte anterior de la célula, como la del 
cloroplasto (Preising, 1992 citado de Gómez, 1997)  
 
Su principal característica morfológica es la ausencia de una pared celular rígida. La célula 
está incluida en una delgada y elástica membrana plasmática y envuelta mucídica, esto le 
permite responde rápidamente a cambios osmóticos, alterando su forma y volúmen celular; 
D. salina contiene clorofila a y b, xantofilas (violaxantina, zeaxantina, luteína, etc.), 
carotenos ( ,  y ) (Sánchez, 2000) 
 
D. salina (Figura 1) habita en ambientes donde las condiciones son adversas para la 
mayoría de las microalgas: sistema hipersalino costero, alta radiación solar, deficiencia de 
nutrientes, altas temperatura, condiciones que caracterizan a las salinas durante la estación 
seca, solo acompañadas por bacterias halofílicas (Borowitzka y Borowitzka, 1988).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Célula de Dunaliella salina; se observa la forma oval de la célula (40X) 
 
4.1.3 Reproducción. 
 
Dunaliella salina se reproduce asexualmente por división longitudinal de células móviles, 
el flagelo igualitariamente de distribuye entre las dos células (Fristich, 1965)  también se 
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reproducen sexualmente por isogamia y meiosis; luego de la fusión forma un zigoto que 
puede ser verde o rojo rodeado de una pared espesa y lisa; el nucleo de este zigoto 
posteriormentr se divide formando 32 celulas, las cuales se liberan después de la ruptura 
que protege a la celula madre  (Borowitzka et al, 1982; Bold, 1985;Raposo et al, 1993). 
 
4.1.4 Composición bioquímica de las células de D. salina.  
 
D. salina está compuesta químicamente en proporciones aproximadas de la siguiente 
manera: Los carbohidratos constituye  un 30 a 40 % del peso seco (Parsons, et al., 1961); la 
composición de proteínas comprende del 50 al 60 % en células verdes (Parsons, et al., 
1961) y 30% en células rojas como también carotenoides en células de crecimiento y alta 
salinidad (Ben–Amotz, y Avron 1981) y los ácidos grasos constituyen un 8 % 
aproximadamente.  
 
4.2 Componentes y condiciones que afectan el cultivo de D. salina. 
 
Carbono: Una de las características más relevante de las microalgas es que son 
fotoautótrofas y requieren carbono inorgánico (C) para sobrevivir y D. salina no es la 
excepción. Existen evidencias que indican que esta microalga puede usar indistintamente 
CO2 y HCO3
-
 como fuente de C inorgánico (Ginzburg, 1987) es importante mencionar que 
este nutriente es uno de los más limitantes en el cultivo debido a que un incremento de la 
salinidad y  la alta temperatura en el medio de cultivo disminuye su solubilidad. Si falta 
Carbón inorgánico en el medio se puede suplementar en cualquiera de las dos formas como 
dióxido de carbono (CO2) o bicarbonato de sodio (NaHCO3) (Sánchez, 2000). 
 
Nitrógeno: D. salina, necesita de nitrógeno (N) que puede obtener de NO3 (en especial el 
NaNO3), amonio o urea. El amonio puede ser utilizado mientras el pH del cultivo se 
mantenga en 8.0 (Borowitzka y Borowitzka, 1988). En la manera que se agota la fuente de 
N en el cultivo el crecimiento cesa. Cuando se requiere estimular la carotenogénesis una de 
las estrategias es limitar el suplemento de N en el cultivo (Leal, 1996). 
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Fosfato: Los niveles óptimos de PO3
- 
para el crecimiento de D. salina oscilan entre 0.1 y 
0.5 Molar, para esta alga la principal forma de asimilación de fosforo es como fosfato 
inorgánico (H2PO4
- 
y HPO4
2-
) los cuales van presentar variaciones en su composición 
química con respecto a valores superiores de pH superiores a 8.0. (Borowitzka y 
Borowitzka 1988) 
 
Hierro: La mejor fuente de Fe está en el quelato de citrato de Fe, tales como citrato o 
EDTA-Fe. Las mejores concentraciones reportadas para D. salina están entre 1.25 a 3.75 
mg x ml
-1
, concentraciones superiores a esta inhiben el crecimiento de la cepa (Borowitzka 
y Borowitzka, 1988).es por esto que D. salina, requiere de Fe en bajas concentraciones. 
 
Elementos trazas: Aunque elementos trazas como Zn, Co, Cu, Mo y V son adicionados al 
medio de cultivo de D. salina, no hay datos que muestren un requerimiento absoluto para la 
mayoría de éstos. Se ha demostrado que una concentración de Mn de 0.1 a 0.5 ppm es 
óptima para el crecimiento de D. tertiolecta, con menores concentraciones se inhibe y 
mayores que 1.0 ppm son tóxicas (Noro, 1981 citado por Leal, 1996). 
 
pH: D. salina posee un amplio rango de tolerancia de pH, entre 7.0 y 9.0 presentando 
buenos rendimientos de 6 a 10. Es importante controlar el óptimo (7.0 a 9.0) cuando los 
valores de Ca
2+
 superan la concentración 1nM (Borowitzka, 1995).  
 
Salinidad: Los géneros Dunaliella son capaces de crecer en un amplio rango de 
concentraciones de NaCl (0,05 a 5,0M), manteniendo una concentración intracelular baja 
de sodio. El balance de la presión osmótica, lo realiza mediante la biosíntesis y 
concentración intracelular de glicerol que actúa como agente osmorregulador, cuya 
concentración se relaciona proporcionalmente según la concentración externa de NaCl 
(Ginzburg, 1987). 
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Temperatura: D. salina soporta amplios rangos de temperatura que van desde -35 a 40°C 
(Borowitzka y Borowitzka, 1988). El grado de tolerancia a estos rangos está relacionado 
con la concentración de NaCl en el cultivo. La temperatura óptima para D. salina se 
encuentra entre el rango de 20 a 40°C dependiendo de la cepa (Leal et al.; 2003) 
 
Luz: Los organismos fotosintéticos solo emplean la fracción del espectro de luz solar que es 
fotosintéticamente activa, es decir entre 350 y 700 nm. Esta fracción fotosintéticamente activa 
supone un 40% de la radiación total del sol (Stephens 2010, tomado de Ruiz, 2011). 
 
4.3 TIPOS DE FOTOBIORREACTORES. 
 
El desarrollo de los avances tecnológicos en la microbiología industrial han permitido la 
utilización de herramientas que permitan el cultivo de los microorganismos fotosintéticos 
con la intervención del factor luz (>90%) que incide a través de las paredes transparentes 
del reactor cerrado para alcanzar a las células cultivadas. (Carlozzi, 2008) 
 
Para la producción de cultivos de microorganismos fotoautotróficos existen dos diseños 
básicos (Grobbelaar, 2000 citado por Contreras et al., 2003), los sistemas abiertos en los 
que el cultivo está expuesto a la atmósfera (que comprenden aquellos sistemas naturales 
como lagos y estanques) y los sistemas cerrados, comúnmente denominados 
fotobiorreactores (FBR), los de uso más común en la actualidad en donde el cultivo tiene 
poco o ningún contacto con la atmósfera, entre estos se encuentran FBR diseñados con 
diferentes tipo de materiales y sistema mecánico ejemplo de estos son: tubulares, panel 
solar, hoja alveolar estrusada, fermentadores convencionales.  
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El diseño de los tipos de biorreactores cuyo objeto es maximizar la eficiencia fotosintética y 
por tanto la producción de biomasa mediante un diseño ingenieril que permita controlar y 
manejar en los niveles óptimos de la mayoría de los parámetros del cultivo que influyen en 
el metabolismo algal, en especial aquel que minimice la limitación de la luz a la célula en 
alta concentración poblacional. En este sentido, los últimos modelos de FBR se han 
probado con el objetivo de elucidar el entendimiento de las curvas que explican la relación 
de los periodos luz-oscuridad (L/O) con sus respectivas frecuencias, teniendo en cuenta, las 
necesidades biológicas del microorganismo (Contreras et al. 2003)  
 
Otro factor que hay que tener en cuenta es la adecuada agitación y mezclado del medio de 
cultivo en los fotobiorreactores, parámetros que sinérgicamente favorece la exposición de 
un mayor número de células a la luz solar o artificial acorde a una frecuencia de ciclos L/O; 
esto también permite el intercambio gaseoso entre el medio ambiente y el medio de cultivo, 
favoreciendo la captación del oxígeno requerido en la respiración por la disminuye la 
estratificación y formación de coágulos o grumos que impidan el paso de la radiación 
luminosa hacia el interior del medio de cultivo; y coadyuvan a la disminución de la 
precipitación de sales del medio de cultivo, manteniendo una mezcla más homogénea 
(Eliach et al., 2004). 
 
En la actualidad, muchos modelos bioingenieriles de fotobiorreactores están en fase 
experimental, cuyos objetivos buscan maximizar mayores productividades, con base en la 
optimización de parámetros físicos, químicos y biológicos. Leal y Mancilla 2001 muestra el 
modelo de “Fotobiorreactor de Cámara Oscilante”, La singularidad del modelo reside en un 
sistema de agitación y mezclado eficiente, que además produce altas frecuencia de L/O, y 
un controlado intercambio gaseoso con la atmósfera externa. El reactor demostró en un 
cultivo de Chlorella sp. (cinco litros de cultivo) sin suministro de aire enriquecido con CO2 
alcanzar altas concentraciones celulares (10,75 x 10
7
cel mL
-1
) comparables y aun 
superiores a cultivos de Chlorella realizados con aire enriquecido. 
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Estos avances significativos de los fotobiorreactores en la producción de biomasa algal, ha 
sido producto de un mayor entendimiento de las curvas que explican la relación de los 
periodos luz-oscuridad (L/O) y la frecuencia de los ciclos L/O, uso y control adecuado de la 
agitación y medio de cultivo que presentan los organismos autótrofos, parámetros que no 
fueron tenidos en cuenta en los sistemas de cultivos semiintensivos, y aún en los primeros 
fotobiorreactores diseñados (Xu et al., 2009; Eliach et al., 2004; Contreras 2003; 
Chaumont, 1993) 
 
4.4  CARACTERÍSTICAS FISICOQUÍMICAS DEL CARBÓN. 
 
El carbón es una mezcla altamente compleja, no cristalina, insoluble y poco volátil, de 
moléculas orgánicas de tamaño y estructura variada (Kabe et al,. 2004). Para facilitar su 
caracterización y uso, el carbón se ha clasificado de acuerdo a un conjunto de parámetros y 
modelos moleculares propuestos que tratan explicar su estructura orgánica. Se han 
demostrado a través de estos modelos que el carbón posee múltiples funcionalidades con 
una estructura tridimensional basada en un arreglo de sistemas policíclicos aromáticos 
conectados entre sí (Fuchs y Sandohoff, 1942 citado por Kabe et al., 2004), son sistemas 
unidos por puentes reactivos de carácter alifático, matriz tridimensional insoluble 
compuesta de grandes moléculas (fase inmóvil) y una porción soluble de moléculas más 
pequeñas ocluidas en los poros de la estructura tridimensional (fase móvil), modelos 
mejorados basados en datos de caracterización y reactividad (Given, 1984; Vahrman, 1970; 
Wiser, 1973; Salomón y Shinn, 1982; Gorbaty, 1983; Nishioka, 1993 citados por Montero 
et al., 1998). Estos y todos los modelos estructurales recientes definen la estructura química 
del carbón en forma similar a “islas” las cuales se mantienen unidas entre sí por “puentes” 
de largas cadenas alifáticas o alifáticos-aromáticos, también denominadas racimos, que son 
a su vez conglomerados de anillos aromáticos. 
 
El carbón fósil del yacimiento de Montelíbano (Tabla 1) es clasificado químicamente como 
un carbón subbituminoso alto en volátiles, según norma ASTM. La caracterización química 
del CSM posee una mayor cantidad de materia mineral (contenido de cenizas de óxidos y 
Efecto del Carbón Subbituminoso de Montelibano Córdoba sobre el crecimiento de Dunaliella salina (Teodoresco, 1905) 
cultivada en fotobiorreactor de cámara oscilante. 
Manjarrez- Rodríguez, 2013_________________________________________________ 28 
azufre). Los carbones subbituminosos son materiales que poseen un alto contenido de 
grupos funcionales de carácter carboxílicos, ricos en oxígeno, por lo cual, se hacen 
privilegiados para usarlos como promotores de crecimiento para el cultivo de plantas 
vasculares y microalgas. Los carbones subbituminosos son carbones heterogéneos, 
conformado por una red entrecruzada y conjunto de diversos de componentes de carácter 
alifático-aromático que le brindan al CSBM la propiedad de intercambiador natural (Pérez 
et al; 1994, Angulo et al; 1997) 
 
Tabla 1. Caracterización del carbón subbituminoso de Montelíbano 
 
Análisis Próximo. Análisis Mineralógico. Análisis Último. 
Humedad total 17.56% Oxido de Silicio (SiO2) 38.06% Carbón 65.98% 
Ceniza 4.20% Oxido de Aluminio (Al2O3) 23.85% Hidrógeno 4.86% 
Material volátil 38.12% Oxido de Hierro (Fe2O3) 12.88% Nitrógeno 1.39% 
Azufre 0.65% Oxido de Calcio (CaO) 7.56% Oxigeno 8.46% 
 Oxido de Magnesio (MgO) 3.37% Cloro 0.06% 
 Oxido de Sodio (Na2O) 0.48% Fluor 0.002% 
 Oxido de Potasio (K2O) 0.61%  
 Oxido de Titanio (TiO2) 1.2%  
 Oxido de Azufre (SO3) 10.08%  
 Oxido de Fósforo (P2O5) 0.52%  
 Oxido de Manganeso (Mn3O4) 0.07%  
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5 MATERIALES Y METODOS 
 
5.1 AREA DE ESTUDIO 
 
Inicialmente, la fase de aislamiento, caracterización taxonómica y  obtención de los cultivos 
stock de la cepa pura de Dunaliella salina se realizaron en el área de microbiología del 
laboratorio del Instituto de Estudios Ambientales y Aprovechamiento de Agua de la 
Universidad de la Guajira (INESAG).  
 
La cepa de D. salina se aisló a partir de muestras naturales colectadas de las salinas 
artificiales de Manaure con la característica común de poseer una coloración rojiza (Figura 
2). La salina está ubicada en las coordenadas 110 46’ 31.8’’ N y 0720 27’ 30.5’’ O -GPS 
Garmin eTrex Summit HC-, municipio de Manaure, departamento de La Guajira. Las 
salinas consisten en una serie de piscinas interconectadas mediante compuertas a través de 
las cuales circula el agua de mar desde un reservorio o nodriza hasta las piscinas de 
concentración y cristalización. El flujo de agua en esta piscina es por efecto de gravedad y 
es controlado por el taponamiento de las compuertas que existen entre las piscinas. La 
profundidad promedio de las piscinas varía entre unos 50 y 80 cm según la época sea de 
lluvias o sequía. Comprende una extensión de 1971 Km2 en espejos de agua.  
 
Figura 2. Ubicación de las Salinas de Manaure en el Departamento de la Guajira. (Tomado de la página web: 
ttp://www.google.com.co/maps). 
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Las muestras de las salinas fueron colectadas en el fondo, la superficie y en los cristales de 
sal de las piscinas en frascos de 500ml de capacidad con un volumen de 300 ml, 
previamente esterilizados y rotulados. La fecha de esta fase de campo correspondió al inicio 
del mes de enero del año de 2011, época de sequía tardía, alta irradiación solar (120,000 
lux), temperatura de la capa superficial de aproximadamente 60ºC, salinidad (NaCl de 
220g/L) de 4,0 M fondo cristalizado y un pH que osciló de 7,55 a 7,77. El material algal 
fresco se almacenó en una nevera thermo y fue trasladado al área de microbiología del 
laboratorio de INESAG.  
 
A las muestras de agua colectadas de las salinas de Manaure se le realizo un aislamiento 
mediante el método de pipeteo capilar y rayados en agar obteniendo una cepa de D. salina y 
se mantuvieron en un cultivo stock (Figura 3). Luego se procedió a hacer un inoculo en un 
cultivo Starter por cinco (5) días para aclimatar la cepa de D. salina  
 
 
Figura 3. Cultivos stock de aislados de Dunaliella sp 
 
5.2 OBTENCIÓN Y PREPARACIÓN DE LAS SUSTANCIAS PROBADA: CSM 
5.2.1 Obtención de las muestras de carbón. El carbón probado para este bioensayo 
proviene de los yacimientos carboníferos de Montelibano (Dpto. de Córdoba) (Figura 4), 
localizados a los 9
0
 36’ latitud norte y 37º 59’ longitud oeste. Este mineral y con base a la 
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norma ASTM está clasificado químicamente como un carbón subbituminoso, alto en 
volátiles y valor calorífico bruto (Montero et al., 1998) (Anexo A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Vista aérea del yacimiento carbonífero de Montelíbano (Córdoba) 
 
5.3.2 Preparación del CSM. Las muestras de carbón previamente a la prueba fueron 
procesadas (molienda y tamizado hasta obtener partículas promedios de 1± 0,001 mm de 
diámetro) en el laboratorio de carboquímica del Grupo de Investigación del Carbón de la 
Facultad de Ingeniería de la Universidad del Atlántico. Se seleccionó 100 g de estas 
partículas que se adicionaron a 500 ml de agua destilada con el fin de liberar el material 
acidulante, para lo cual se monitoreó el pH diariamente mediante un pHmetro WTW 315i-
(precisión 0.01 +0.1, +0.01, +0.005) durante 20 días período en el que se alcanzó el valor 
de pH estacionario más bajo (Gallego-Cartagena y Suárez, 2005).  
 
Para la eliminación de la humedad se llevó a una estufa modelo Memmerd 100-P0J- a 
60ºC/24 horas; luego se definieron las dosis de los tratamientos de la prueba con CSM (20, 
30, 40, 50 y 60mg/L, (Figura 5) en viales de 5ml sellados y se sometieron a esterilización 
en autoclave -All American 120 volts-8.75 Amps 50/60 Hz 1050 watts- (Gómez, 2000; 
Gallego-Cartagena y Suárez, 2005). 
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Figura 5. Dosis establecidas para los tratamientos en la prueba con CSM 
 
5.3 Preparación del medio de cultivo- Medio Johnson J/1. Para la preparación del medio 
Johnson J/1 los reactivos fueron pesados en una balanza analítica (ADAM – máx. 250g d: 
0,0001g Pw254) previamente calibrada las cantidades requeridas para la preparación de los 
nutrientes se encuentra en el anexo B. La preparación del medio de cultivo J/1 (modificado) 
correspondió a la formulación implementada por Borowitzka y Borowitzka (1988).  
 
Se preparó inicialmente la solución de macronutrientes y por separado una solución de 
hierro y otra de micronutrientes, (Anexo B). Posteriormente se esterilizaron en autoclave 
(Figura 6) (ALL AMERICAN-15 libras de presión a 120º C). Seguidamente se mezclaron 
asépticamente estas soluciones en las proporciones establecidas por el medio (J/1). EL pH 
se ajustó a un valor inicial de 8,2 en todas las unidades experimentales mediante la adición 
de 4,7 mililitros de NaOH al 0,1 Molar. (Figura 7) Las variaciones de temperatura como de 
pH se  registraron diariamente con un pHmetro (marca-SCHOTT Precisión  ± 0.005/± 0.01 
pH)  
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Figura 6. Medio Johnson J/1 esterilizado 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Preparación del medio de cultivo- Medio Johnson J/1- Toma de pH y Temperatura 
 
Una vez obtenida la preparación del medio (J/1) se procedió a inocular en las cámaras de 
acrílico de 1,2 litros de capacidad. Cada cámara fue rotulada con la siguiente información: 
nombre de la investigación; fecha del inoculo; tamaño del inoculo; medio del cultivo; 
nombre del investigador; tipo de promotor; concentración adicionada; y cepa algal. Para el 
inoculo se le adicionó a cada una de las unidades experimentales 800 ml del medio (J/1) 
con un tamaño de la población inicial de 2 x10
4
 cel/ml (Suárez et al. 2002) para este 
procedimiento todo material de vidrio fue previamente esterilizado. Realizado el inoculo se 
le adicionó a cada tratamiento las muestras pretratadas de CSM a su respectivo cultivo en 
concentraciones de 20, 30, 40, 50, y 60 mg/L con tres replicas para cada unidad 
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experimental para totalizar 18 unidades experimentales incluyendo al cultivo experimental 
(J/1) (sin CSM) Figura 8. El bioensayo tuvo una duración de 18 días.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Cultivo de D. salina- 18 unidades experimentales con las diferentes concentraciones de CSM   
  
Cada cámara fue instalada en el fotobiorreactor de forma aleatoria en condiciones de luz 
natural previa a un acondicionamiento de la cepa, la temperatura se registró cada dos días.  
 
Teniendo en cuenta que las pruebas hacen parte de un diseño completamente aleatorizado 
con tres repeticiones por tratamiento, se les fijaron las siguientes condiciones de cultivo de 
forma homogénea: 
 
a. Cultivos discontinuos en cámaras de acrílico con un volumen de 0,8L de medio J/1 
(Anexo 12); 
b. El factor luz no fue controlado -expuesto al ambiente natural aunque se colocó una 
polisombra 70% que abarcó el área total del FBR-; 
c. pH inicial de 8,20 -el cual se monitoreó cada dos días-; 
d. Concentración de 1M de NaCl (se preparó un cultivo starter de 30 litros con una 
concentración 58g/L); 
e. Temperatura sin controlar, se registró tres veces por día; 
f. Tamaño de inóculo de 2 x10
4
 cel mL-1(Suárez et al. 2002); 
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g. Y agitación por 80 oscilaciones/min mediante sistema regulado por variador de 
frecuencia electrónica con un ciclo de duración encendido por 12 horas en el día y 12 horas 
apagado durante la noche. 
 
5.4  Diseño y montaje del fotobiorreactor de cámara oscilante. El diseño del FBR de 
cámara oscilante utilizado en la prueba se basó en las consideraciones técnicas sugeridas 
por Leal y Mancilla (2001). Consistió en una estructura en ángulo de 21/2 X 3/16 con eje 
oscilador horizontal, chumacera, base metálica para motor de 3HP, polea tipo caracol, 
bandejas y paneles para soporte de cámaras; en el mezclado y agitación del cultivo se 
utilizó un sistema de accionamiento motriz eléctrico impulsado por motor de fuerza -½HP 
Motor Siemens 100094594- y para regular su velocidad se dispuso de un variador de 
frecuencia electrónica - Variador 100022587 2HP-; 36 cámaras de acrílico color cristal 
transparente con 28 cm x 7 cm de altura con una capacidad de 1.2 L (para el diseño 
experimental se utilizaron volúmenes de cultivo de 0.8 L), con dos orificios de salida 
conectados a tubos de PVC x 12 cm de altura con filtros de algodón compactado; 8 
rodachines tipo bola para su traslado (Figura 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Estructura general del FBR de cámara oscilante utilizado en la prueba con CSM- D. salina 
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5.5 Monitoreo del cultivo de D. salina. Para determinar la densidad de la población de D. 
salina se realizaron observaciones diarias del comportamiento de las células: movimiento, 
color, tamaño. Las muestras colectadas para el conteo celular consistieron en alícuotas 
tomando 1 ml de cultivo, se agregaba en viales de vidrio de 5 ml rotulados con la siguiente 
información: concentración, número de réplica y fecha con una pipeta de vidrio de 10 ml 
que posteriormente se fijaban con lugol (3 gotas) para ser observadas en el microscopio 
óptico binocular modelo OLIMPUS Cx21LED en objetivo de 10X.  
 
5.5.1 Conteo Celular. El procedimiento de conteo fue realizado con la ayuda de una 
cámara de Neubaüer, marca BOECO Germany deeep 1/10mm (Figura 10 y 11), que 
contiene dos cámaras con un retículo de 9 cuadros de 1mm por lado. El volumen de cada 
una de las cámaras es de 0,9 microlitros. Una vez fijada con lugol la muestra se agitaba 
para así tomar una submuestra de los viales con una pipeta pasteur la cual eran depositadas 
en la cámara Neubaüer para ser observadas en el microscopio óptico binocular modelo 
OLIMPUS Cx21LED en objetivo 10X contando las células presentes en cada una de los 5 
cuadros. La densidad de la población de D. salina se estimó por conteo diarios (a la misma 
hora), hasta finalizar la fase estacionaria mediante la ecuación de Guillard 1973 
  
Cel/ml =  Células contadas X 10
4 
   Cuadros contados 
 
 
Figura 10. Cámara de Neubaüer (tomado de Fernández, 2012) 
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Figura 11. La grilla para recuento celular en la cámara de NeubaÜer (tomado de Fernández, 2012) 
 
Con los datos registrados diariamente, hasta tres días después de la fase estacionaria 
(cuando culmino el ensayo) se obtuvo la correspondiente curva de crecimiento poblacional 
por cada tratamiento -, 20, 30, 40, 50 y 60 mg/L de CSM graficándose en escala 
semilogarítmica con la ayuda de la aplicación Microsoft Excel 2010. 
 
5.5.2  Tasa especifica de crecimiento. Se determinó por medio de la ecuación de 
Guillard 1973. 
µ =  LnX1 - LnXo 
      t1 - t2 
Donde µ es la tasa específica de crecimiento, Lnx1- Lnx0 es la diferencia entre el 
Logaritmo natural de la densidad celular final y el Logaritmo natural de la densidad celular 
inicial y t1 – t2 es la diferencia entre el tiempo final y el tiempo inicial. 
 
5.5.3  Tiempo de duplicación. Se calculó por medio de la ecuación de Guillard 
expresada en div/día. 
Td = Ln2/µ 
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5.5.4  Cuantificación de la producción de pigmentos clorofila total y carotenoides 
totales. Para la cuantificación del contenido total de clorofila α,β y carotenoides se tomó 
alícuotas de 3 ml por cada una de las unidades experimentales (18 muestras) (Figura 12) y 
se agregaron a un tubo de reacción de 11 ml de capacidad de marca Eppendorf, cubierto 
con papel aluminio, durante las fases de crecimiento logarítmica y estacionaria y centrifugó 
a 5500 rpm durante 15 minutos con el propósito de sedimentar la biomasa microalgal y 
descartar el sobrenadante; Para la extracción de los pigmentos del material sedimentado se 
resuspendió posteriormente en 5 ml de acetona al 90% agitándose el tubo con mucho 
cuidado por un lapso de 1 minuto; luego se almacenaron los tubos sellados (todos fueron 
forrados con papel aluminio para evitar que se degraden las muestras en refrigerador a una 
temperatura de 4ºC durante 24 horas, lapso en el que se da el proceso de extracción. Por 
último, el material sobrenadante -el solvente con los pigmentos extraídos- se le midió la 
absorbancia (A) a longitudes de onda de 480, 630 y 663nm en un Espectrofotómetro visible 
GENESYS™ 20-Thermo Scientific contra un blanco de acetona al 90%. Este 
procedimiento se desarrolló de acuerdo al protocolo de determinación de biomasa descritas 
por Linares
1
. 
 
Del tubo de ensayo centrifugado se extrajo 3 ml de los cuales 1 ml se depositó en la celda 
de cuarzo de volumen de1 ml y luego se midió la absorbancia (A) de las muestras a las 
siguientes longitudes de ondas: 480, 647, 664 y 750 nm en un espectrofotómetro 
GENESYS 20 contra un blanco de acetona  
 
La concentración de los pigmentos de clorofila α y β se calcula según ecuación de Jeffrey y 
Humphrey (1975): 
 
Clorofila a (µg.ml-1) = (11,93 A664 – 1,93 A647)/v x 2,5ml del extracto 
Clorofila b (µg.ml-1) = (20,36 A647 –5,50 A664)/v x 2,5ml del extracto 
 
__________________________ 
1.Linares F. 2011. Tomado de la Web: http://microphytobenthos.files.wordpress.com/2011/05/05-biomass.pdf 
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Para determinar el contenido de carotenoides se utilizó la ecuación de Strickland y Parson 
(1972): 
Carotenos totales (μg.ml-1)=A480 x 4/v x 2.5 ml del extracto 
Dónde: 
V = volumen de muestra (ml) 
 
 
 
Figura 12. Proceso de cuantificación de la producción de pigmentos (clorofila y carotenoides). 
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5.6  DISEÑO EXPERIMENTAL Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Tabla 2. Diseño experimental de la prueba realizada D. salina-CSM 
Sustancia 
probada 
Concentracio
nes (mg/L) 
Variable respuesta Tiempo de 
duración 
Tipo de solución 
nutriente 
 
 
CSM 
20 Densidad celular, 
producción de 
pigmentos 
cloroplásticos 
(Clorofila Total y 
carotenoides) 
 
 
 
 
18 días 
 
 
 
 
Medio J/1 
30 
40 
50 
60 
Control 0 
Nota: Frecuencia de muestreo diaria por triplicado a cada unidad experimental a la misma 
hora. Se realizaron tres conteos celulares por cada muestra colectada las unidades 
experimentales 
 
 
5.7.1  Análisis Estadístico. Se realizaron comparaciones de los parámetros de crecimiento 
y producción de los pigmentos cloroplásticos de los cultivos de D. salina en función de la 
cantidad adicionada de CSM mediante el modelo I ANOVA. Si los datos eran normales y 
homocedásticos, para un nivel de significación de 0,05, se procedió a comparar las medias 
con ANOVA paramétrico. Cuando el ANOVA produjo diferencias significativas se aplicó 
la prueba de comparaciones múltiples, procedimiento de Tukey. Mediante coeficiente de 
correlación de Pearson se estableció la relación entre la producción de pigmentos 
cloroplásticos, las densidades celulares
 
con los tratamientos. El software estadístico 
utilizado para el procesamiento de los datos fue SPSS Statistics 17.0. 
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6. RESULTADOS. 
 
6.1 COMPARACIÓN LOS PARÁMETROS DE CRECIMIENTO DE D. salina 
EN FUNCIÓN DEL CSM CULTIVADA EN FBR DE CÁMARA OSCILANTE 
 
6.1.1 Prueba con CSM. Los tratamientos 20, 40 mg/L de CSM y control alcanzaron 
las máximas densidades celulares (MDC) con 6,50 ± 0,77; 5,50 ± 0,15 y 5,17 ± 
1,17 x 10
6
 cel mL
-1
, respectivamente.
 
El tratamiento de 20 mg/L presentó la 
mayor tasa específica de crecimiento (µ) con 0,52 div/día y el menor tiempo de 
duplicación (Td) 1,33 días. El tratamientos 60 junto con el control presentaron 
relativamente valores (µ) similares con 0,33 y 0,34 div/día, respectivamente. 
Tabla 3 
 
Tabla 3. Parámetros de crecimiento de D. salina (M) en función del CSM cultivada en FBR de cámara 
oscilante 
  
 
Tratamientos 
 (mg/L) 
 
MDC ±SD 
  
 
µ 
(div/día) 
 
Td 
(días) 
20 6,50±0,77 0,52±0,03 1,33±0,04 
30 4,87±0,27 0,39±0,017 1,77±0,02 
40 5,50±0,15 0,20±0,01 3,46±0,16 
50 4,41±0,27 0,33±0,02 2,10±0,24 
60 3,75±0,27 0,34±0,036 2,03±0,10 
Control 5,17±1,17 0,37±0,13 1,87±0,08 
 
M.D.C.   = Máxima densidad celular x (10
6
 cel. mL
-1
) 
µ  = Tasa específica de crecimiento   
Td  =  Tiempo de duplicación 
SD  = Desviación estándar 
  
El tratamiento que alcanzó la mayor densidad celular fue el de 20 mg/L de CSM con 6,50 ± 
1,52 x 10
6
 cel mL
-1
. En general, la tendencia de crecimiento en las curvas fue de 
incremento acelerado a partir de los seis primeros días, indicando la fase logarítmica, 
aunque la mayoría de los tratamientos sufrieron mayores densidades celulares en diferentes 
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días. Posterior a las MDC de los tratamientos el crecimiento fue declinando de forma 
continua hasta el final de la prueba. Se presentaron las MDC de la mayoría de los 
tratamientos entre los días 14 y 17, a excepción el tratamiento de 20 mg/L que lo obtuvo en 
el día 12. Gráfico 1 
 
Gráfico 1. Densidad celular de D. salina en función de concentraciones de CSM cultivada en fotobiorreactor 
de cámara oscilante 
 
 
La tabla 4, muestra la prueba de homogeneidad de varianzas poblacionales de D. salina en 
función de los tratamientos con CSM como requisito previo para la aplicación de 
comparaciones múltiples de las medias de tratamientos. De acuerdo a lo anterior, el 
estadístico de Levene= 2,491 con grados de libertad 1=5, grados de libertad 2= 54 y un 
nivel crítico de probabilidad Sig.= 0,442>0,05, se acepta la hipótesis de igualdad de 
varianza y se concluye que las varianzas poblaciones celulares debido a los tratamientos 
con CSM son iguales. 
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Tabla 4. Prueba de homogeneidad de varianzas poblacionales de D. salina en función de los tratamientos con 
CSM 
 
Estadístico de Levene 
Grados de libertad 
1 
Grados de libertad 
2 
Sig. 
2,491 5 54 0,442 
 
De acuerdo a la tabla 5, el valor estadístico F=5,909 con un valor de nivel crítico Sig. = 
0,000, es menor que 0,05, se rechaza la hipótesis de igualdad de medias y se concluye que 
hay efectos sobre el crecimiento de Dunaliella salina debido a la adición de CSM cultivada 
en FBR de cámara oscilante en condiciones fuera de laboratorio. 
 
Tabla 5. Sinopsis del ANOVA de un factor para la prueba con CSM 
Fuente de 
variación 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Media 
cuadrática 
F Sig. 
Inter-grupos 32,195 5 6,439  
5,909 
 
0,000 Intra-grupos 58,839 54 1,090 
Total 91,034 59  
 
La tabla 6, expone los resultados de la aplicación del método HSD de Tukey para 
identificar los subconjuntos o grupos homogéneos de medias poblacionales de D. salina en 
función de los tratamientos con CSM que más adelante serán objeto de atención para la 
interpretación concluyente de los resultados. En esta aparecen todas las posibles 
combinaciones pareadas -cada tratamiento individual con sus respectivas variantes-, las 
diferencias de los promedios celulares de cada tratamiento comparados, el error típico de 
esas diferencias y el nivel crítico asociado a cada diferencia (Significación). Los grupos 
cuyas medias difieren significativamente al nivel de significación establecido (0,05 por 
defecto) están marcados con un asterisco (*). 
 
 
 
 
 
 
Efecto del Carbón Subbituminoso de Montelibano Córdoba sobre el crecimiento de Dunaliella salina (Teodoresco, 1905) 
cultivada en fotobiorreactor de cámara oscilante. 
Manjarrez- Rodríguez, 2013_________________________________________________ 44 
Tabla 6. Comparaciones múltiples de las medias de tratamiento de CSM mediante el método de HSD de 
Tukey 
Comparaciones 
Diferencia de 
medias (I-J) 
Error 
típico 
Sig. 
Intervalo de confianza al 
95% 
Tratamiento 
(I) 
Tratamientos 
(J) 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
20 mg/L 
 
 
 
 
30 mg/L 1,41(*) 0,47 0,04 0,03 2,79 
40 mg/L ,43 0,47 0,94 -0,94 1,82 
50 mg/L 1,52(*) 0,47 0,02 0,14 2,90 
60 mg/L 1,99(*) 0,47 0,00 0,61 3,37 
0 mg/L 1,84(*) 0,47 0,00 0,47 3,23 
30 mg/L 
 
 
 
 
20 mg/L -1,41(*) 0,47 0,04 -2,79 -0,03 
40 mg/L -0,97 0,47 0,31 -2,35 0,41 
50 mg/L 0,11 0,47 1,00 -1,27 1,49 
60 mg/L 0,58 0,47 0,81 -0,80 1,96 
0 mg/L 0,43 0,47 0,94 -0,94 1,82 
40 mg/L 
 
 
 
 
20 mg/L -0,439 0,47 0,94 -1,82 0,94 
30 mg/L 0,97 0,47 0,31 -0,41 2,35 
50 mg/L 1,09 0,47 0,20 -0,29 2,46 
60 mg/L 1,55(*) 0,47 0,02 0,18 2,93 
0 mg/L 1,41(*) 0,47 0,04 0,03 2,79 
50 mg/L 
 
 
 
 
20 mg/L -1,52(*) 0,47 0,02 -2,90 -0,14 
30 mg/L -0,11 0,47 1,00 -1,49 1,27 
40 mg/L -1,08 0,47 0,20 -2,46 0,29 
60 mg/L 0,46 0,47 0,92 -0,91 1,85 
0 mg/L 0,32 0,47 0,98 -1,05 1,71 
60 mg/L 
 
 
 
 
20 mg/L -1,99(*) 0,47 0,00 -3,37 -0,61 
30 mg/L -0,58 0,47 0,81 -1,96 0,80 
40 mg/L -1,55(*) 0,47 0,02 -2,93 -0,18 
50 mg/L -0,46 0,47 0,92 -1,85 0,91 
0 mg/L -0,14 0,47 0,04 0,03 2,79 
0 mg/L 
 
 
 
 
20 mg/L -1,85(*) 0,47 0,94 -0,94 1,82 
30 mg/L -0,43 0,47 0,02 0,14 2,90 
40 mg/L -1,41(*) 0,47 0,00 0,61 3,37 
50 mg/L -0,32 0,47 0,00 0,47 3,23 
60 mg/L 0,14 0,47 0,04 -2,79 -0,03 
* La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05. 
 
De acuerdo a la tabla 6, se concluye que el tratamiento de 20 mg/L CSM comparado con 
los tratamientos de 30, 50, 60 mg/ de CSM y el control difiere significativamente: este 
tratamiento presentó una mayor densidad celular a las concentraciones de 30, 50, 60 mg/ y 
el control. De igual, forma se el tratamiento de 40 mg/L de CSM también difiere con el 
tratamiento de 60 mg/L de CSM y el control. 
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Tabla 7. Subconjuntos homogéneos de las medias poblacionales de D. salina en función de las 
concentraciones de CSM probadas 
 
 Concentraciones de 
CSM 
N Subconjunto para alfa = 0.05 
1 2 3 
 
 
 
HSD DE TUKEY 
60 mg/L 10 2,9885   
0 mg/L 10 3,1309   
50 mg/L 10 3,4572 3,4572  
30 mg/L 10 3,5690 3,5690  
40 mg/L 10  4,5427 4,5427 
20 mg/L 10   4,9805 
Sig.  0,813 0,202 0,935 
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a Usa el tamaño muestral de la media armónica = 10,000. 
 
 
La tabla 7 ofrece una clasificación de los subconjuntos basada en el grado de parecido entre 
sus medias. Así, el subconjunto 1, incluye los tratamientos 60, 0, 50, 30 y 40 mg/L de CSM 
cuyas medias poblacionales de D. salina no difieren significativamente (significación= 
0,813); el subconjunto 2, incluye los tratamientos 60, 20, 40, 0 y 50 mg/L de CSM que no 
difieren significativamente (significación=0,202); y el subconjunto 3, presenta los 
tratamientos 40 y 20 mg/L de CSM que no difieren significativamente (significación= 
0,935) con los mayores promedios en densidad celular de D. salina. 
 
El gráfico 2 describe las medias poblacionales de D. salina en función de los tratamientos 
con CSM. De acuerdo a la ordenada la media de tratamiento de CSM con mayor 
rendimiento poblacional corresponde al de 20 mg/L con 4,98 x 10
6
 cel  mL
-1
, seguido del 
40, 30 y 50 mg/L (4,54. 3,56 y 3,45 x 10
6
 cel  mL
-1
, respectivamente). El tratamiento con 
menor rendimiento poblacional correspondió al de 60 mg/L con 2,99 X10
6
 cel  mL
-1
. 
 
 
 
 
 
 
 
Efecto del Carbón Subbituminoso de Montelibano Córdoba sobre el crecimiento de Dunaliella salina (Teodoresco, 1905) 
cultivada en fotobiorreactor de cámara oscilante. 
Manjarrez- Rodríguez, 2013_________________________________________________ 46 
Gráfico 2. Medias poblacionales de D. salina (M) en función de los tratamientos con CSM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2 PRODUCCIÓN DE PIGMENTOS CLOROPLÁSTICOS EN FUNCIÓN DE 
LAS CONCENTRACIONES DE CSM 
6.2.1 Producción de pigmentos cloroplásticos en la prueba con CSM. La tabla 8 
resume los valores de pigmentos cloroplásticos producidos por volumen de D. salina 
durante la fase logarítmica con respecto a concentraciones de CSM. Durante esta fase la 
cepa alcanzó los valores más elevados de clorofila total y carotenoides totales en todos los 
tratamientos. Todos estos valores coinciden en proporción con las MDC de la cepa en los 
tratamientos durante esta fase. 
Tabla 8. Producción de pigmentos cloroplásticos de D. salina durante la fase logarítmica en función de las 
concentraciones de CSM 
FASE LOGARÍTMICA 
Tratamiento 
(mg/L) 
MDC±SD 
 
Clorofila total 
(µg/ml) ±SD 
Carotenoides 
totales (µg/ml) ±SD 
20 6,50±0,77 12,6±2,06 0,50±0,04 
30 4,87±0,27 10,94±0,10 0,45±0,04 
40 5,50±0,15 12,3±0,06 0,43±0,03 
50 4,41±0,27 9,76±0,36 0,34±0,02 
60 3,75±0,27 7,43±0,22 0,30±0,01 
Control 5,17±1,17 10,14±0,05 0,40±0,02 
 
MDC: Promedio máxima densidad celular x 10
6
 cel.ml
-1
 
SD: Desviación Estándar 
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El gráfico 3 muestra que los tratamientos 20 y 40 mg/L de CSM alcanzaron los mayores 
contenidos de clorofila total por volumen con 12,6±2,06 y 12,3±0,06µg/ml, 
respectivamente. El tratamiento que produjo un menor contenido de clorofila total fue el 60 
mg/L de CSM con 7,43±0,22µg/ml.  
 
Gráfico 3. Producción de clorofila total de D. salina durante la fase logarítmica en función del CSM cultivada 
en FBR de cámara oscilante 
 
 
 
 
De acuerdo al gráfico 4, la producción de carotenoides totales de D. salina durante fase 
logarítmica en función del CSM cultivada en FBR de cámara oscilante. El mayor contenido 
de carotenoides totales por volumen se obtuvo con el tratamiento de 20 mg/L de CSM con 
0,50 µg/ml. Los tratamientos 30, 40 mg/L de CSM y el control, alcanzaron valores de 
contenido de carotenoides por volumen, relativamente parecidos, con 0,45, 0,43 y 0,40 
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µg/ml, respectivamente. En este orden, los valores más bajos fueron alcanzados con los 
tratamientos de 50 y 60 mg/L de CSM, con 0,34 y 0,30 µg/ml respectivamente. 
 
Gráfico 4. Producción de carotenoides totales de D. salina (M) durante la fase logarítmica en función del 
CSM cultivada en FBR de cámara oscilante 
 
 
 
En la tabla 9 se expone los índices de correlación de Pearson calculados entre las variables 
máxima densidad celular (MDC), clorofila total y carotenoides totales de D. salina durante 
la fase logarítmica en función del CSM. Se interpreta que la MDC presenta una correlación 
significativa con el contenido por volumen de clorofila total y carotenoides totales de D. 
salina en función de las concentraciones de CSM: rMDC, clorofila total= 0,918 y rMDC, carotenoides 
totales=0,919 a un nivel de significancia (p<0,01).  
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Tabla 9. Correlación de la producción de pigmentos cloroplásticos con las densidades celulares de D. salina 
(M) en función del CSM durante la fase logarítmica 
VARIABLES  
Máxima densidad 
celular de D. 
salina (M) 
Clorofila 
total 
Carotenoides 
totales 
Máxima densidad 
celular de D. salina 
(M) 
 
 
Correlación de 
Pearson 
1 0,918(**) 0,919(**) 
Sig. (bilateral) . 0,010 0,010 
N 6 6 6 
** La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
 
 
La tabla 10 resume los valores de pigmentos cloroplásticos producidos por volumen de D. 
salina durante la fase estacionaria con respecto a concentraciones de CSM. Durante esta 
fase la cepa alcanzó los valores más bajos de clorofila total y carotenoides totales en todos 
los tratamientos  
 
 
Tabla 10. Producción de pigmentos cloroplásticos de D. salina (M) durante la fase estacionaria en función de 
las concentraciones de CSM 
FASE ESTACIONARIA 
Tratamiento 
(mg/L) 
MDC±SD 
 
Clorofila total 
(µg/ml) 
Carotenoides totales (µg/ml) 
20 2,92±0,04 0,970±0,03 0,098±0,002 
30 1,66±0,05 0,62±0,02 0,08±0,01 
40 3,66±0,19 1,28±0,03 0,18±0,006 
50 1,6±0,017 0,56±0,017 0,076±0,001 
60 1,71±0,04 0,59±0,03 0,080±0,001 
Control (0) 2,75±0,03 0,99±0,03 0,13±0,007 
 
MDC: Promedio máxima densidad celular x10
6
 cel.ml
-1 
SD: Desviación estándar 
 
El gráfico 5 muestra el tratamiento de 40 mg/L de CSM y el control presentan los mayores 
contenidos de carotenoides totales por volumen con 1.28 y 0.99 µg/ml, respectivamente. 
Los tratamientos 30, 50 y 60 mg/L de CSM presentan valores bastante similares con 0,62, 
0,56 y 0,59 µg/ml, respectivamente. 
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Gráfico 5. Producción de clorofila total de D. salina (M) durante la fase estacionaria en función del CSM 
cultivada en FBR de cámara oscilante 
 
 
 
 
En el gráfico 6 se observa la producción de carotenoides totales de D. salina durante fase 
estacionaria en función del CSM cultivada en FBR de cámara oscilante. El mayor 
contenido de carotenoides totales por volumen se obtuvo con el tratamiento de 40 mg/L de 
CSM con 0,18 µg/ml, seguido del control con 0.13 µg/ml. Los tratamientos 30, 50 y 60 
mg/L de CSM, alcanzaron valores de contenido de carotenoides por volumen menores 
bastante parecidos, con 0,08; 0,076 y 0,08 µg/ml, respectivamente. 
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Gráfico 6. Producción de carotenoides totales de D. salina (M) durante la fase estacionaria en función del 
CSM cultivada en FBR de cámara oscilante 
 
 
 
 
 
 
En la tabla 11 se expone los índices de correlación de Pearson calculados entre las variables 
máxima densidad celular (MDC), clorofila total y carotenoides totales de D. salina durante 
la fase estacionaria en función del CSM. Se interpreta que la MDC presenta una correlación 
significativa con el contenido de clorofila total y carotenoides totales de D. salina (M) en 
función de las concentraciones de CSM: rMDC, clorofila total = 0,994 y rMDC, carotenoides 
totales=0,919 a un nivel de significancia (p<0,01).  
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Tabla 11. Correlación de la producción de pigmentos cloroplásticos con las densidades celulares de D. salina 
en función del CSM durante la fase estacionaria 
 
 
 
** La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
* La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VARIABLES  
Máxima densidad 
celular de D. 
salina (M) 
Clorofila 
total 
Carotenoides 
totales 
Máxima densidad 
celular de D. salina 
(M) 
 
Correlación de 
Pearson 
1 0,994(**) 0,908(*) 
Sig. (bilateral) . 0,000 0,012 
N 6 6 6 
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7. DISCUSIÓN 
7.1  COMPARACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE CRECIMIENTO DE D. 
salina (M) EN FUNCIÓN DEL CSM CULTIVADA EN FBR DE CÁMARA 
OSCILANTE 
 
En la curva de crecimiento para los tratamientos en la prueba con CSM, la fase de latencia 
comprende el tiempo inicial hasta el día 5, fase donde el crecimiento poblacional se 
mantuvo estable. Este comportamiento se relaciona con el acondicionamiento lento del 
inóculo inicial utilizado para los bioensayos, al medio de cultivo fresco lo que hace que las 
células requieran el tiempo necesario para restablecer su complejo enzimático que participa 
en los procesos de la fotosíntesis y crecimiento celular (Suárez et al., 2002). Durante el 
inicio de la fase de aceleración es evidente el incremento de células en división, hecho que 
se observó a partir del día 5, período que está relacionado con el aumento logarítmico de las 
densidades celulares en la mayoría de los tratamientos. La fase logarítmica final, 
comprendida entre los días 12 y 17, coincidió con la MDC del bioensayo, las células 
presentaron crecimiento constante con aparente material intracelular almacenado, rico en 
metabolitos secundarios, lo cual hace a esta fase interesante a nivel biotecnológico, y se 
utiliza como criterio de decisión para el cosechamiento de la biomasa en cultivos masivos 
(Becker, 1994). 
 
Respecto a la prueba con CSM las comparaciones múltiples mediante el método de HSD de 
Tukey se demuestra que los tratamientos 20 y 40mg/L de CSM presentan una densidad 
celular significativamente superior a los tratamientos control y 60mg/L (p<0,05) y 
mediante la prueba de comparaciones multiples Tukey sus promedios poblacionales son 
significativamente homogéneos (p>0,05, Tablas 6). 
 
Preliminarmente, Gómez (2000) utilizó partículas de CSM en estado natural y modificado 
químicamente -sulfonado y nitrogenado- en cultivos discontinuos de una cepa de D. salina 
aislada de las salinas de Galerazamba (Dpto. del Atlántico). Reportó que el CSM en estado 
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natural a una dosis de 20 mg/L influyó en el aumento de la población celular a un 95% en 
relación al cultivo control alcanzando una MDC en fase estacionaria temprana de 87,16 x 
10
4 
cel mL
-1
. Seguidamente, Gallego-Cartagena et al. (2005) en dos bioensayos 
consecutivos determinaron el efecto de concentraciones de CSM en su estado natural sobre 
el crecimiento y producción de pigmentos cloroplásticos de una cepa de D. salina aislada 
de las salinas de Tasajeras (Dpto. del Magdalena); en el primer bioensayo obtuvieron una 
MDC de 3,98 x 10
6 
cel mL
-1
 con 50 mg/L de CSM lo que representó un 65% de mayor 
rendimiento con respecto al cultivo control con 2,40 x 10
6 
cel mL
-1
; y en el segundo en el 
que se ampliaron los intervalos de concentración (45, 50 y 55 mg/L) obtuvieron que el 
tratamiento de 45 mg/L produjo el mayor rendimiento del cultivo con una MDC de 4,224 x 
10
6 
cel mL
-1
 con un 21% de rendimiento sobre el cultivo control con una MDC de 3,491 x 
10
6 
cel ml
-1
.  
 
Otro estudio realizado por Luque-Berdugo et al; (2008), evaluaron el efecto sobre el 
crecimiento y la producción de pigmentos cloroplásticos de las concentraciones de 45 y 
55mg/L de CSM en estado natural adicionadas en cultivos a gran escala de D. salina (T) en 
un medio de cultivo no convencional (0,34 ml/L de fertilizante agrícola Nutrifoliar + 1,5 
mM de KNO3) obtuvieron una MDC de 2,82 x 10
6
 cel mL
-1
 a una concentración de CSM 
de 35mg/L.  
 
Con especial atención la MDC alcanzada durante la fase exponencial tardía del tratamiento 
20mg/L de CSM con 6,50 ± 1,52 x 10
6
 cel ml
-1
 superó las obtenidas en los estudios 
anteriores, lo cual sugiere que el CSM ejerce una influencia positiva sobre el crecimiento 
de D. salina cultivada a diferentes concentraciones de partículas, tipos de medios y 
sistemas de cultivos. Esta condición se debe probablemente a las condiciones de cultivo 
establecidas en sus respectivos diseños experimentales (Abalde et al., 1995) como el pH e 
inóculo inicial, tipo de mezclado, tratamiento del CSM y condiciones ambientales que 
afectan directamente los parámetros de crecimiento de la cepa. 
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El proceso de pretratamiento del CSM previo a su adición en los cultivos específicamente 
la inmersión de las partículas en agua destilada durante 20 días -periodo en el que la 
solución acuosa alcanza la estabilidad del pH-, secado por 24 horas a 60ºC y esterilizado 
en autoclave por 2 horas, probablemente coadyudó en el aumento del grado de oxidación de 
la estructura carbonácea y con ello la concentración de grupos carboxílicos (COOH) que se 
constituyen en sitios activos para el intercambio iónico (Angulo et al, 2005). El efecto 
positivo de la adición de partículas de CSM en la solución nutriente de esta prueba que 
indujo a un mayor crecimiento poblacional de D. salina se puede explicar probablemente 
por la capacidad de intercambio iónico del CSM que fue mejorada al ser oxidado. 
 
Con respecto a lo expuesto anteriormente se ha venido incrementando los esfuerzos en el 
desarrollo de procesos tecnológicos que brinden un mejoramiento eficiente del rendimiento 
de los cultivos microalgales fundamentados en el uso de sustancias inertes con propiedades 
estructurales específicas como el intercambio iónico, regulación de pH del cultivo y 
capaces de formar complejos micelares como fuente intermediaria de macro y 
micronutrientes. En relación al uso de carbón fósil como sustancia estimuladora del 
rendimiento poblacional de los cultivos de microalgas con fines biotecnológicos las 
investigaciones reportadas han sido escasas, teniendo en cuenta que existen variedades de 
carbones que son fácilmente modificados química y físicamente para obtención de 
derivados aplicados en actividades agronómicas (Hayes y Graham, 2000; Sharif 2002). 
 
En lo concerniente al uso de sustancias derivadas de material carbonoso se ha reportado que 
extractos de ácidos húmicos solubles en agua, derivados de fuentes del lignito natural 
oxidado (leonardita), adicionadas a bajas concentraciones (1, 10 y 100 ppm) en Chlorella 
vulgaris en condiciones de oscuridad, coadyuvaron al crecimiento y síntesis de clorofila del 
alga, lo cual fue atribuido a la habilidad del extracto de suministrar Fe
++
 al alga (Pouneva, 
2005). De igual forma, se han experimentado con extractos de ácidos húmicos del suelo 
para enriquecer medios de cultivos que estimulan el crecimiento de microalgas marinas 
(Perumal y Subramanian, 1989), en lo que se observaron que el componente húmico actuó 
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como un material quelante con la propiedad de disminuir la toxicidad o aumentar la 
disponibilidad de los elementos trazas en los medios de cultivo 
 
Teniendo en cuenta la composición química del material carbonoso utilizado en el 
experimento y respecto a la interpretación del análisis mineralógico (Anexo 1), la muestra 
contiene una gran variedad de cenizas de óxidos y especies de azufre que podrían ser fuente 
de elementos micronutrientes para D. salina. Comparando el contenido mineral del CSM 
con otras sustancias inertes de origen mineral, por ejemplo, productos de naturaleza 
zeolítica o zeolitas naturales (Nieves, 2000; Fachini y Vasconcelos, 2006), se observa que 
este carbón contiene una importante cantidad y variedad de óxidos en su estructura, razón 
por la cual hace esta sustancia un componente adecuado para su uso y aplicación en 
procesos biológicos como es el cultivo de microalgas, y probablemente otras actividades de 
interés acuícola. Sumado a lo anterior, los carbones subbituminosos son carbones 
heterogéneos, conformado por una red entrecruzada y conjunto de diversos componentes de 
carácter alifático-aromático que le brindan al CSM la propiedad de intercambiador natural 
(Colpas et al., 2000). 
 
De acuerdo con (Gallego et al., 2007), otra explicación que probablemente incide en el 
aumento del rendimiento poblacional de D. salina estaría dado por el desencadenamiento 
de una serie de procesos y mecanismos químicos que ligados al rango, estructura y 
contenido de minerales interactúan con la solución de medio J/1. En este caso, se cree que 
las partículas de CSM han podido actuar como un material de intercambio iónico capaz de 
captar iones de la solución nutriente y favorecer la disponibilidad de los mismos para la 
microalga, así como también interactuar con las sales del medio y retransformarlas en 
componentes más simples que influyan sobre la capacidad de asimilación de D. salina de 
los elementos nutrientes. 
 
Cabe aclarar que el mecanismo real de cómo los grupos funcionales presentes en el carbón 
realiza el intercambio iónico con los cationes del medio J/1, aún no está totalmente 
esclarecido. No obstante, se requiere ampliar la base de estudios sobre nuevas sustancias y 
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sobre las causas que inciden en los mejores rendimientos observados en el cultivo de 
organismos fotosintéticos (Arteca, 1996). Del mismo modo, para el uso del carbón fósil en 
el campo biotecnológico se requiere ampliar la base de estudios realizados, hasta el 
presente, ya que igualmente, existen variedades de carbones que pueden ser modificados 
químicamente con fines aplicados en cultivos de microorganismos fotosintéticos.  
 
No siendo objeto de análisis el tipo de biorreactor utilizado, el sistema de agitación del 
FMCO Leal y Mancilla, 2001, resultó apropiado para coadyuvar en el efecto del CSM 
sobre el crecimiento de D. salina. El tipo de agitación turbulento proporcionado por el 
FMCO -diferente al de flujo laminar característico de los cultivos movidos mediante uso 
de bombas hidráulicas- permite homogenizar el mezclado de la solución del cultivo así 
como de una activa y azarosa circulación de las partículas de CSM, lo cual, además, 
posibilita potenciar de manera favorable la interacción de diversos factores fisicoquímicos, 
y bioingenieriles que inciden en el proceso fotosintético, metabolismo general y 
crecimiento poblacional de las microalgas, tales como: régimen de luz (Niels, 2008), 
asimilación de nutrientes, remoción de oxigeno fotosintético, incremento de la temperatura, 
y fotooxidación (Chini et al., 2000; Contreras et al., 2003; Chisti, 2007). 
 
En relación a lo expuesto se propone desarrollar estudios que permitan dilucidar los efectos 
de otros tipos de carbones fósiles que adicionados en cultivos basado en sistemas de 
agitación -como es el caso de esta investigación- logren actuar sinérgicamente sobre la 
productividad volumétrica de los cultivos de microalgas de interés comercial, lo cual 
implica determinar la manera en que las partículas de carbón interactúan con las células 
algales y cómo se ve afectado ciertos niveles de elementos nutrientes en el medio de cultivo 
 
Efecto sobre la concentración de pigmentos cloroplásticos 
 
Los reportes sobre producción de pigmentos cloroplásticos en relación al uso de carbones 
fósiles (como es el caso de esta investigación) en cultivos de D. salina han sido escasos o 
casi nulos. Los máximos valores promedios de clorofila total obtenidos de las MDC en las 
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pruebas con CSM con 12.59mg/L superaron a los obtenidos por Gallego-Cartagena y 
Suárez (2005) con 4.516 mg/L de clorofila total a una concentración 50mg/L de CSM y por 
Luque-Berdugo et al., (2008) que obtuvieron una producción de clorofila total por volumen 
de 11.38mg/L durante la fase logarítmica de D. salina. 
 
Con base a las condiciones de cultivo establecidas en el experimento, la producción elevada 
de clorofila total por volumen cultivo en relación a las bajas producciones de carotenoides 
tanto en la fase logarítmica -entre los días 8 y 16- como la estacionaria final -días 16 hasta 
el 18-, se deduce que estos valores fueron determinados por el tamaño de inóculo utilizado 
en los bioensayos, el cual pudo haber influenciado la eficiencia fotosintética de la cepa en 
el cultivo (Cifuentes et al., 1996). Así mismo el suministro de nutrientes que en niveles 
óptimos -KNO3 1.0g (10mM) y KH2PO4 0.025 g- influyen directamente sobre el 
incremento del contenido de clorofila concomitante al rendimiento poblacional (Serpa y 
Calderón, 2006). Del mismo modo, el medio de cultivo utilizado (Borowitzka y 
Borowitzka, 1988) las condiciones fisicoquímicas como pH de 8.20 ± 1.20, salinidad 37‰ 
(58 g/L de NaCl), temperatura de 26.5 ± 0.2 ºC, sugeridas por otros autores también 
mostraron producciones de clorofila total por volumen superior a carotenoides (Leal, 1996; 
Gómez, 1997; Guevara et al., 2005). 
 
La variación de pH puede afectar el metabolismo y el crecimiento de las microalgas en un 
gran número de vías, incluyendo alteraciones en el equilibrio de las especies de carbono 
inorgánico, alteraciones en la disponibilidad de nutrientes y en ocasiones extremas, puede 
afectar directamente la fisiología de la célula microalgal (Dorling et al., 1997). 
 
Muchas microalgas presentan pH óptimos para su crecimiento y producción de pigmentos 
en rangos neutros a alcalinos (Dorling et al., 1997), siendo este el caso de la microalga 
utilizada en el presente estudio. La producción de pigmentos para las especies 
carotenogénicas se incrementa con el aumento del pH hasta 9.5 (Borowitzka y Borowitzka, 
1988), hecho que se demuestra en la totalidad de los tratamientos de ambas pruebas cuando 
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alcanzaron la MDC y cuando el pH tomaba el máximo valor entre los días 10 hasta 16, 
manteniéndose estable hasta el final del cultivo  
 
La amortiguación de la alta intensidad lumínica solar incidente a las cámaras de cultivo 
mediante uso de polisombra pudo haber tenido el efecto de producir altos valores en la 
relación clorofila/carotenoide respecto a los tratamientos con CSM, hecho que se explica 
con base en la capacidad adaptativa de la microalga, por ejemplo, en el aumento del 
número de unidades fotosintéticas (Fakowski, 1980). Las variaciones del contenido de 
pigmentos, se expresan como cambios específicos en el tamaño y el número de la unidad 
fotosintética por célula, la cual comprende los centros de reacción, en conjunto con las 
moléculas de clorofila-pigmento antena, los pigmentos accesorios y los transportadores de 
electrones. Para las especies del género Dunaliella, los reportes indican que a baja 
intensidad luminosa, la microalga experimenta un aumento en el número de unidades 
fotosintéticas por célula. Estudios de la intensidad luminosa en diferentes cepas de 
Dunaliella demostraron que se presenta un efecto acumulativo de la intensidad luminosa 
sobre el crecimiento de la microalga (Ginzburg, 1988). 
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8. CONCLUSIONES 
 
 La adición de CSM produce efectos sobre el crecimiento de D. salina cultivada en 
FBR de cámara oscilante en condiciones fuera del laboratorio. 
 
 El tratamiento de 20 mg L-1 de CSM, se obtuvieron los mejores rendimientos 
poblacionales  de D. salina con  relación al cultivo control. 
 
 El CSM ejerce una influencia positiva sobre el crecimiento de D. salina la cual 
estaría relacionada con el pretratamiento previo a su adicionamiento a los cultivos. 
 
 La producción de pigmentos cloroplásticos por volumen presenta una correlación 
significativa con la MDC de D. salina en función de los tratamientos de las pruebas 
con CSM en todas las fases de crecimiento.  
 
 El uso de CSM adicionado en forma de partículas, en dosis mínimas podría 
constituirse alternativa tecnológica para el mejoramiento de la producción de 
biomasa microalgal y ofrece beneficios para el campo de la biotecnología de 
microalgas, con la disminución de costos para la producción de metabolitos valiosos 
comercialmente. Este estudio contribuye a ofrecer a los carbones colombianos otra 
posibilidad de uso y aplicación convencional, demostrándose que pueden ser 
ampliamente utilizados en actividades sostenibles como el cultivo de microalgas de 
interés comercial y promueve al desarrollo científico, social y económico de la 
Región Caribe y del país.  
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Anexo A. Análisis certificado de BSI Impectorate-Carbon Subbituminoso 
 
INSPECTORATE  COLOMBIA  LTDA. 
Calle 77A No 74-172 
TEL 3530564-3532550 Fax 3531364 
Barranquilla - Colombia 
 
 
IDENTIFICATION :      SAMPLE SUBMITED 
PRODUCT      :      COAL  
 
ANALYSIS CERTIFICATE 
 
INSPECTORATE  COLOMBIA  LTDA.,  certifies that  the  following analytical 
results were established by us, at the Laboratory of Barranquilla, Colombia in 
accordance with the applicable ASTM standards: 
SAMPLE:                   CARBON MONTELIBANO CORDOBA NATIVO 
PROXIMATE ANALYSIS 
COMPONENTS AS RECEIVED DRY BASIS 
Total Moisture, pct. wt. 16.24  
Ash, pct. wt. 3.73 4.45 
Volatile matter, pct. wt. 40.11 47.89 
Fixed carbon, pct. wt. 39.92 47.66 
Sulphur 0.59 0.70 
Gross calorific value, 
Btu/Lb 
9874 11788 
MINERAL ANALYSIS OF ASH,% wt  
COMPONENTS IGNITED BASIS 
Sílica (SiO2) 27.11 
Alumina (Al2O3) 23.46 
Titania (TiO2) 1.95 
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Ferric Oxide (Fe2O3) 13.86 
Lime (CaO) 9.17 
Magnesia (MgO) 3.57 
Sodium Oxide (Na2O) 2.61 
Potassium Oxide (K2O) 1.09 
Manganese Oxide (Mn3O4) 0.11 
Phos. Pentoxide (P2O5) 0.28 
Sulfur. Trioxide (SO3) 16.13 
Undetermined  
ULTIMATE ANALYSIS 
COMPONENTS AS RECEIVED DRY BASIS 
Total moisture, pct. wt. 16.24  
Carbon, pct. wt. 57.54 68.70 
 Hydrogen, pct. wt 5.80 6.93 
Nitrogen, pct. wt 1.23 1.47 
Ash, pct. wt 3.73 4.45 
Sulfur, pct. wt 0.59 0.70 
Chlorine, pct. wt 0.05 0.06 
Oxygen, pct. wt (by diff) 14.82 17.69 
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Anexo B. Composición química del medio Jhonson (J/1) 
 
* Solución de Macronutrientes: Aforar a un litro de agua destilada: 
NaCl Ajustar a la concentración requerida. 
MgCl26H2O  
MgSO47H2O  
KCl  
CaCl22H2O 
KNO3  
NaHCO3  
KH2PO4  
 
1.5 g 
0.5 g 
0.2 g 
0.2 g 
1.0 g (10mM) 
0.043 g 
0.025g 
(1)
 * Solución de hierro  
(2)
 * Solución de Micronutrientes  
10 ml 
10 ml 
(1) * Solución de hierro:  
Adicionar hasta completar un litro con agua 
desionizada: 
Na2 EDTA  
 FeCl3H2O  
 
 
 
189.0 mg 
244.0 mg 
(2) * Solución de Micronutrientes:  
 
Adicionar hasta completar un litro con agua 
desionizada: 
 
H3BO3  
(NH4)6Mo 7O4H2O  
CuSO45H2O  
CoCl26H2O   
ZnCl2  
MnCl24H2O  
  
 
 
 
62.0 mg 
38.0 mg 
6.0 mg 
5.1 mg 
4.1 mg 
4.1 mg 
Una vez preparada la solución nutriente y esterilizada en autoclave se ajustó el pH a 8.20 con 
HCl o NaOH al 0.1% respectivamente.  
